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© Monoklonale Antikorper gegen humane Pankreas-lnselzellen. 

© Die Erfindung betrifft humane monoklonale Antikorper vom IgG-lsotyp gegen humane Pankreas-lnselzellen 
welche erhaltlich sind durch Immortatisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikern oder Diabetikern, 
Behandeln des Kulturuberstandes der immortalisierten Zellen mit einem Konjugat aus Antikorpern gegen 
humanes Fey und einer Markierung, anschlieCende Behandlung mit humanem Immunglobulin, Inkubieren mit 
immobilisierten humanen Pankreas-lnselzellen, Identifizieren einer immortalisierten humanen Zellkultur, die einen 
Antikorper gegen Pankreas-lnselzellen produziert, uber die Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen 
gebundenen Markierung, Isolieren einer humanen immortalisierten Zelle, die diesen Antikorper produziert, 
Vermehrung dieser immortalisierten Zelle und Isolierung des von diesen Zellen produzierten monoklonalen 

CM 

Antikorpers. 

^ Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Gewinnung eines Inselzellantigens, an das 

<0 solche Antikorper binden sowie ein Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen des 
Pankreas. 
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Die Erfindung betrifft humane, monoklonale Antikorper, die mit Inselzellen des Pankreas reagieren, 
deren Verwendung als Standard bei der Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen, sowie ein 
Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen des Pankreas. 

In Seren von Pradiabetikern bzw. frisch diagnostizierten Diabetikern findet man haufig Antikorper, die 

5 mit den endokrinen Zellen des Pankreas, den Inselzellen, reagieren. Diese Antikorper werden im allgemei- 
nen als islet cell antibodies (ICA) bezeichnet. Die typischen ICA sind vom IgG-lsotyp (G. Botazzo et at., 
Lancet 2 (1974) 1279 - 1283). Sie reagieren selektiv mit den endokrinen Zellen des Pankreas, nicht jedoch 
mit den exokrinen Zellen, den Ausfuhrungsgangen Oder dem Bindegewebe. Die ebenfalls nachweisbaren 
autoreaktiven Antikorper vom IgM-lsotyp zeigen dagegen keine praferenzielle Inselzellfarbung, sondern 

w reagieren in gleicher Weise auch mit anderen Geweben, wie Hypophyse, Schilddruse, T-Lymphozyten und 
Nebenniere (E. Garzelli et al., J. Clin. Invest 77, 1986, 1627 - 1631; S. Srikanta et al., Mol. Biol. Med. 3, 
1986, 113 - 127). Sie gehoren wahrscheiniich zum Typ der wenig affinen naturlichen Autoantikorper 
geringer Spezifitat, die auch im Blut gesunder Personen vorkommen (Seigneurin et al., Blood 71 (1988), 
581). Die Anwesenheit der ICA vom IgG-lsotyp im Serum ist dagegen ein pradiktiver Marker fur den 

75 sogenannten Insulin-abhangigen Diabetes (gleichbedeutend mit juvenilem Diabetes bzw. Typl-Diabetes). 
Diese Autoantikorper konnen bis zu neun Jahren vor Ausbruch des Diabetes bereits im Serum nachgewie- 
sen werden. 

Die Herstellung von humanen monoklonalen Antikorpern mit Reaktivitat gegen Inselzellen wurde bereits 
mehrfach versucht. G. Eisenbarth et al. (Nature 300, 1982, 264 - 267) erhielten dabei einen monoklonalen 

20 Antikorper, der jedoch vom IgM-lsotyp ist. E. Garzelli et al. (J. Clin. Invest. 77, 1986, 1627 - 1631) erhielten 
Antikorper vom IgM-lsotyp, die au/ier mit Pankreasgewebe auch mit der Schilddruse, peripheren Nerven, 
der Speiserohre und T-Lymphozyten reagieren. S. Spitalnik et.al. (International Research Symposium "The 
Immunology of Diabetes", American Diabetes Association Woods Hole, MA, Oct. 27-30 (1987), Abstr. 113) 
erhielt ebenfalls einen polyreaktiven Antikorper vom IgM-lsotyp. W. Richter et al. (Horm. Metabol. Res. 21, 

25 1989, 686 - 688) gelang es zwar, die Lymphozyten zu immortalisieren, die IgG gegen Inselzellen 
produzieren, jedoch nicht, diese B-Lymphozyten auf Einzelzellbasis zu klonieren. E. Houssaint et al. (Clin, 
exp. Immunol. 82 (1990), 44-51) erhielten einen humanen monoklonalen IgG-Antikorper, der jedoch nur eine 
positive Reaktion gegen Ratten- und Hamster-lnselzellinien zeigt. 

Von S. Srikanta und G. Eisenbarth (Mol. Biol. Med. 3 (1986), 113-127) wurden Antigene von Inselzellen 

30 beschrieben, die jedoch nicht spezifisch fur Inselzellen sind. Die Antigene oder Epitope dieser Antigene 
sind auch in anderen endokrinen Geweben wie z.B. der Hypophyse, Schilddruse, Nebenschilddruse, 
Thymus, Nebenniere sowie in Melanozyten nachweisbar. 

S. Baekkeskov et.al. (Nature 347 (1990), 151-156) identifizierten ein weiteres, 64 kD gro/3es Inselzellanti- 
gen als Glutamat-Decarboxylase (GAD). Dieses Antigen wird au/3er in den Inselzellen des Pankreas auch in 

35 den 7 -Aminobuttersaure-sezernierenden Neuronen des ZNS mit hoher Rate exprimiert. Patienten mit einer 
seltenen neurologischen Erkrankung, dem sogenannten "stiff-man-Syndrom", entwickeln Autoantikorper 
gegen GAD. Fast aile Patienten mit dem "stiff-man-Syndrom" weisen auflerdem auch Auto- Antikorper 
gegen Inselzellen des Pankreas auf, so dafl das "stiff-man-Syndrom" haufig von einem Diabetes mellitus 
Typ I begleitet ist. Aus diesen Beobachtungen wurde die funktionelle Relevanz der GAD als Autoantigen 

40 sowohl beim "stiff-man-Syndrom" als auch beim Diabetes mellitus Typ I abgeleitet. 

Es war daher die Aufgabe der Erfindung, humane monoklonale Antikorper vom IgG-lsotyp zur Verfu- 
gung zu stellen, die mit einem humanen Inselzellantigen reagieren. Weiterhin war es Aufgabe der Erfindung 
ein Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen zur Verfugung zu stellen. 

Oiese Aufgabe wird gelost durch humane monoklonale Antikorper vom IgG-lsotyp gegen humane 

45 Pankreas-lnselzellen, erhaltlich durch Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikern oder 
Diabetikern, Behandeln des Kulturuberstandes der immortalisierten Zellen mit einem Konjugat aus Antikor- 
pern gegen humanes Fc 7 und einer Markierung, anschlietfende Behandlung mit humanem Immunglobulin, 
Inkubieren mit immobilisierten humanen Pankreas-lnselzellen oder immobilisierter GAD, Identifizieren einer 
immortalisierten humanen Zellkultur, die einen Antikorper gegen Pankioas-lnselzellen produziert, uber die 

so Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen oder die nnmcti^^-no GAD gebundenen Markierung, 
Isolieren einer humanen immortalisierten Zelle,die diesen AnUkzn>.t ; f.nL-icrt. Vermehrung dieser immor- 
talisierten Zelle und Isolierung des von diesen Zellen produzieiton m«-r. -lonalen Antikorpers. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dafl die erfindungsyom \{l erhaltlichen monoklonalen Antikor- 
per spezifisch mit gereinigter GAD reagieren. Nach Inkubation mit v.,-i schiedenen Gewebeschnitten reagie- 

55 ren die erfindungsgema/ten Antikorper mit Inselzellen des Pankreas und dem Cerebellum, nicht aber mit 
anderen Geweben wie z. B. aus Nebenniere, Magen, Darm, Hypophyse. Groflhirnrinde, Lunge, Leber oder 
Schilddruse. 

Es hat sich dabei uberraschenderweise gezeigt, dafl die Bindung der erfindungsgemaflen Antikorper an 
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Pankreasschnitte durch Vorinkubation mit mindestens einem von drei Diabetikerseren abgeschwacht Oder 
ganz verhindert werden kann. Dies zeigt, daft die erfindungsgemaflen Antikorper nicht nur fiir den Diabetes 
des speziellen Spenders, aus dessen Blut sie gewonnen wurden, sondern generell fur den Diabetes mellitus 
Typ I relevant sind. 

5 Die Immortalisierung der humanen Lymphozyten von Pradiabetikern oder Diabetikern erfolgt vorzugs- 

weise durch Transformation mit Epstein-Barr-Virus (EBV). Daneben konnen auch andere, dem Fachmann 
gelaufige Verfahren (z. B. Hybridomtechnik) verwendet werden. 

Zum Nachweis von immortalisierten Zellen, die den gewunschten Antikorper produzieren, wird ein 
Konjugat aus Antikorpern gegen humanes Fey und einer Markierung verwendet. Bevorzugt ist hier ein 

w Konjugat aus humanes Fc> bindenden Fab Fragmenten und einer Markierung, so wie es nach der Methode 
von Ishikawa et.al., J. Immunoassay 4 (1983), Seite 209 erhaltlich ist. 

Als Fc-y bindende Fab-Fragmente konnen sowohl monovalente Fab- oder F(ab')-Fragmente, ats auch 
divalente F(ab')2-Fragmente verwendet werden. 

Als Markierung konnen die dem Fachmann gelaufigen Markierungen verwendet werden, ublicherweise 

75 wird ein Enzym, ein Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzfarbstoff oder ein radioaktives Isotop verwendet. 

Das Konjugat aus Antikorpern gegen humanes Fc-y und einer Markierung wird zunachst mit dem 
Kulturuberstand der immortalisierten Zellen inkubiert, danach mit humanem Immunglobulin behandelt und 
schliei3lich mit immobilisierten humanen Pankreas-lnselzellen oder immobilisierter GAD inkubiert. Als 
immobilisierte Inselzellen werden dabei bevorzugt Pankreasgewebeschnitte verwendet. 

20 Die einen Antikorper gegen Pankreas-lnselzellen produzierende immortalisierte Zellinie wird dann liber 
die Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen oder die immobilisierte GAD gebundenen Markierung 
identifiziert. Je nach Art der Markierung erfolgt diese Bestimmung uber eine entsprechende Enzymreaktion 
oder uber die Messung der Fluoreszenz oder Chemilumineszenz. 

Zur Klonierung werden die Zellen, deren Kulturuberstand eine positive Reaktion zeigt, vereinzelt. Dies 

25 erfolgt vorzugsweise uber einen Fluoreszenz-aktivierten Zellsorter. Die so isolierten Zellklone werden 
vermehrt und diejenigen Zellklone, die Antikorper gegen Pankreas-lnselzellen produzieren, wie oben 
beschrieben identifiziert. Aus dem Kulturuberstand dieser Zellklone wird dann der Antikorper nach dem 
Fachmann gelaufigen Verfahren isoliert. 

Bevorzugt sind solche hnonoklonalen Antikorper, die der Subklasse lgG1 oder lgG3 angehoren. 

30 Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind monoklonale Antikorper, die in aquivalenter Weise wie 
die von den Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017 
produzierten Antikorper an humane Pankreas-lnselzellen oder an Glutamat-Decarboxylase bindefahig sind. 

Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise bindefahiger Antikorper" werden Antikorper verstanden, bei 
denen eine Epitopuberlappung mit dem definierten, bekannten Antikorper nachweisbar ist. Diese Epitop- 

35 uberlappung kann mit Hilfe eines kompetitiven Testsystems leicht nachgewiesen werden. Dazu wird zum 
Beispiel mit Hilfe eines Enzym-lmmunoassays uberpruft, inwieweit ein Antikorper mit dem bekannten 
Antikorper um die Bindung an ein definiertes Antigen bzw. ein spezielles Epitop konkurriert. Dazu inkubiert 
man immobilisierte Inselzellen, z.B. Pankreasschnitte mit dem bekannten monoklonalen Antikorper in 
markierter Form und einem Uberschu/3 des in Betracht gezogenen Antikorpers. Durch Nachweis der 

40 gebundenen Markierung kann dann leicht festgestellt werden, inwieweit der in Betracht gezogene Antikorper 
den definierten Antikorper aus der Bindung verdrangen kann. Ist eine Verdrangung von mindestens 50 % 
bei 10 5 -fachem Uberschu/J gegeben, so liegt eine Epitopuberlappung vor. 

Besonders bevorzugt sind die aus den Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 
90121403 oder DSM ACC 2017 erhaltlichen Antikorper. 

45 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 

90121403 und DSM ACC 2017. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von humanen monoklonalen 
Antikorpern vom IgG-lsotyp gegen humane Pankreas Inselzellen durch Immortalisieren von humanen 
Lymphozyten von Pradiabetikern oder Diabetikern, Behandeln des Kulturuberstandes der immortalisierten 

so Zellen mit einem Konjugat aus Antikorpern gegen humanes Fey und einer Markierung, anschlie/tende 
Behandlung mit humanem Immunglobulin, Inkubieren mit immobilisierten humanen Pankreas-lnselzellen 
oder immobilisierter GAD, Identifizienen einer immortalisierten humanen Zellkultur, die einen Antikorper 
gegen Pankreas-lnselzellen produziert, uber die Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen oder die 
immobilisierte GAD gebundenen Markierung, Isolieren einer humanen immortalisierten Zelle, die diesen 

55 Antikorper produziert, Vermehrung dieser immortalisierten Zelle und Isolierung des von diesen Zellen 
produzierten monoklonalen Antikorpers. 

Mit diesem Verfahren konnten in Verbindung mit dem oben beschriebenen kompetitiven Testsystem 
weitere monoklonale Antikorper (HaE 12 und HAG + E 10) gegen das Inselzellantigen GAD erhalten werden, 
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die weder mit den von den Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402 und ECACC 90121403 
produzierten Antikorpern noch gegenseitig eine Epitopuberlappung zeigen und somit weitere Epitope des 
Inselzellantigens GAD charakterisieren. Somit konnen aufgrund der Bestimmung der Epitopuberlappung 
mindestens vier Epitope des GAD-lnselzellantigens unterschieden werden, die durch die Reaktivitat mit den 

5 folgenden monoklonalen Antikorpern charakterisiert sind: 1) ECACC 90121403 und ECACC 90121401, 2) 
ECACC 90121402, 3) HaE 12 sowie 4) HAG + E 10. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung von monoklonalen 
Antikorpern gegen Epitope eines Inselzellantigens, die nicht von bekannten monoklonalen Antikorpern 
gegen ein Inselzellantigen erkannt werden, bei dem man zunachst monoklonale Antikorper gegen ein 

w Inselzellantigen gema/3 dem erfindungsgema/ten Verfahren herstellt, diese in Gegenwart von markierten 
bekannten monoklonalen Antikorpern gegen ein Inselzellantigen mit immobilisierten Inselzellen inkubiert und 
nach dem Nachweis der gebundenen Markierung diejenigen Antikorper auswahlt, die den bekannten 
Antikorper aus der Bindung verdrangen konnen. 

Mit diesem Verfahren konnten die monoklonalen Antikorper HaE 12 und HaG + E 10 gewonnen werden. 

75 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Gewinnung des an die von den Zellinien 

ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 und/oder DSM ACC 2017 produzierten Antikorper 
bindenden Inselzellantigens durch Lysieren von humanen Oder tierischen Pankreas-lnselzeilen, Pankreasho- 
mogenaten, oder Gehirnhomogenaten, insbesondere Homogenaten des Kleinhirns, Abtrennung von unlosli- 
chem Material, Behandlung der Losung mit einem immobilisierten, aus den Zellinien ECACC 90121401, 

20 ECACC 90121402, ECACC 90121403 und/oder DSM ACC 2017 erhaltlichen monoklonalen Antikorper oder 
einem in aquivalenter Weise an humane Pankreas Inselzellen bindenden Antikorper und Gewinnung des an 
die Antikorper bindenden Inselzellantigens. 

Die tierischen Pankreas-lnselzeilen, Pankreashomogenate oder Gehirnhomogenate konnen z. B. aus 
den entsprechenden Organen vom Schwein, Rind, der Ratte oder einer Maus gewonnen werden. 

25 Die Immobilisierung der Antikorper erfolgt vorzugsweise durch Bindung an ein Gelmaterial wie z.B. 

Protein A Sepharose CL-4B. Auf dieses Immunadsorbens wird die nach Zentrifugation erhaltene, losliche 
Fraktion der genannten Gewebe nach der Lyse aufgetragen und nicht bindendes Material ausgewaschen. 
Anschlietfend wird das bindende Antigen vom Immunadsorbens eluiert. Die Elution erfolgt vorzugsweise 
mittels 0,05 mol/1 Diethylamin pH 11,5, 0,5 % Natriumdesoxycholat. 

30 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind anti-idiotypische Antikorper, die gegen Antikorper, die mit 

einem Inselzellantigen reagieren, gerichtet sind, erhaltlich durch Immunisierung mit einem erfindungsgema- 
/3en Antikorper gegen ein Inselzellantigen und Isolierung der gewiinschten Antikorper aus dem Serum der 
immunisierten Tiere durch Affinitatschromatographie. Die Immunisierung wird in den hierfur ublicherweise 
verwendeten Tieren, wie z.B. Schafen oder Kaninchen durchgefuhrt. 

35 Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind monoklonale anti-idiotypische Antikorper, 

erhaltlich durch Immunisierung mit einem erfindungsgema/ten Antikorper gegen ein Inselzellantigen, Immor- 
talisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, Klonierung von solchen immortalisierten Zellen, die 
Antikorper produzieren, die an Antikorper gegen Inselzellen des Pankreas binden und Isolierung der von 
diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

40 Zum Nachweis von immortalisierten Zellen, die den gewunschten anti-idiotypischen Antikorper produ- 

zieren, wird der Kulturiiberstand der immortalisierten Zellen mit einem immobilisierten Antikorper gegen ein 
Inselzellantigen inkubiert. Zum Nachweis von gebundenem anti-idiotypischen Antikorper aus dem Kultur- 
iiberstand, wird ein Konjugat aus einer Markierung und Antikorpern gegen Fey derjenigen Tierspezies 
verwendet, aus der die immortalisierten Zellen erhalten wurden. Bevorzugt ist hier ein Konjugat aus Fcy- 

45 bindenden Fab-Fragmenten und einer Markierung, so wie es nach der Methode von Ishikawa et.al. J. 
Immunoassay 4 (1983), 209 erhaltlich ist. 

Als FC7 bindende Fab-Fragmente konnen sowohl monovalente Fab- oder F(ab*)-Fragmente, als auch 
divalente F(ab')2-Fragmente verwendet werden. 

Als Markierung konnen die dem Fachmann gelaufigen Markierungen verwendet werden, ublicherweise 

50 wird ein Enzym, ein Floureszenz oder Chemilumineszenzfarbstoff oder ein radioaktives Isotop verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von anti-idiotypischen Antikor- 
pern durch Immunisierung mit einem erfindungsgema/ten Antikorper gegen ein Inselzellantigen und 
Isolierung des anti-idiotypischen Antikorpers aus dem Serum der immunisierten Tiere durch Affinitatschro- 
matographie. 

55 Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von monoklonalen 

anti-idiotypischen Antikorpern durch Immunisierung mit einem erfindungsgemaflen Antikorper gegen ein 
Inselzellantigen, Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, Klonierung von solchen immortali- 
sierten Zellen, die Antikorper produzieren, die an Antikorper gegen Inselzellen des . Pankreas binden und 
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Isolierung der von diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist schliefllich ein Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern 
gegen ein Inselzellantigen durch Inkubation des zu untersuchenden Analysenmaterials mit einem vor oder 
wahrend der Nachweisreaktion immobilisierten ersten Rezeptor und Nachweis des gebundenen, im Analy- 
5 senmaterial enthaltenen Antikorpers uber einen markierten, zweiten Rezeptor, der an diesen Antikorper 
bindet. 

Als Analysenmaterial kann der Kulturuberstand von Antikorper produzierenden Zellen, ein isolierter 
Antikorper oder eine Korperflussigkeit, vorzugsweise Probandenserum eingesetzt werden. 

Der fur den Nachweis der Antikorper im Analysenmaterial verwendete erste Rezeptor kann in Testrohr- 
70 chen oder auf Mikrotiterplatten tmmobilisiert werden. Als erster Rezeptor kann dabei sowohl ein vollstandi- 
ges Inselzellantigen, vorzugsweise das vollstandige naturliche GAD-Antigen, als auch das fur die Bindung 
verantwortliche Epitop als Fragment dieses Antigens verwendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgematfen Verfahrens zur Bestimmung von Anti- 
korpern gegen Inselzellen des Pankreas wird als immobilisierter erster Rezeptor ein anti-idiotypischer 
75 Antikorper, der das internal Image des entsprechenden Epitops tragt, verwendet. 

Zur Immobilisterung wird der erste Rezeptor vorzugsweise biotinyliert und anschlieflend an eine mit 
Streptavidin beschichtete teste Phase gebunden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der erste Rezeptor auch in Form eines Gewebeschnitts, 
vorzugsweise von Pankreas-Gewebe, Pankreas-lnseln oder Pankreas Inselzellen verwendet werden. 
20 Als markierter zweiter Rezeptor wird das markierte Inselzellantigen GAD oder vorzugsweise ein 
markierter Antikorper gegen humanes Immungiobulin, vorzugsweise gegen humanes FC7 verwendet. Als 
Markierung konnen alle dem Fachmann gelaufigen Markierungsmethoden verwendet werden. Der Nachweis 
des gebundenen Probenantikorpers erfolgt nach Trennung von flussiger und fester Phase durch Bestim- 
mung der Markierung in der isolierten flussigen oder festen Phase. Die Quantifizierung des Antikorpers im 
25 Analysenmaterial erfolgt durch Vergleich des Meflwerts mit dem fur einen Standard-Antikorper bekannter 
Konzentration enthaltenen Wert. 

Vorzugsweise wird als Standard-Antikorper ein erfindungsgemafier, humaner monoklonaler Antikorper 
gegen humane Pankreas-lnselzellen verwendet. Hierdurch konnen Storungen der Bestimmung, die z.B. bei 
Verwendung muriner Antikorper durch Antikorper gegen Maus-lmmunglobuline im Serum des Patienten 
30 hervorgerufen werden, vermieden werden, 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung der erfindungsgema/ten humanen 
monoklonalen Antikorper als Standard fur die Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen im 
Analysenmaterial. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist schlie/Slich ein Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern 
35 gegen ein Inselzellantigen durch Inkubation des zu untersuchenden Analysenmaterials mit einem vor oder 
wahrend der Nachweisreaktion immobilisierten ersten Rezeptor und Nachweis des gebundenen, im Analy- 
senmaterial enthaltenen Antikorpers uber einen markierten, zweiten Rezeptor, der an diesen Antikorper 
bindet, wobei die Menge des im Analysenmaterial enthaltenen Antikorpers bestimmt wird durch 

Vergleich mit dem Meflwert, der fur einen erfindungsgema/Jen humanen monoklonalen Antikorper 
40 erhalten wird. 

Die erfindungsgema/ten Zellinien UH33/1 39.464 (ECACC 90121401), IID9-402 (ECACC 90121402) und 
AH25/43-116 (ECACC 90121403) wurden am 14.12.1990 bei der ECACC, Public Health Laboratory Service, 
Porton Down, Salisbury,Wiltshire SP 5 OJG, United Kingdom, hinterlegt. 

Die Zellinie MAK <GAD>H-HaE 12 wurde am 21.08.1991 bei der Deutschen Sammlung von Zellkulturen 
45 und Mikroorganismen GmbH, Mascheroderweg 1 b, D-3300 Braunschweig, unter der Nummer DSM ACC 
2017 hinterlegt. 

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erlautert: 

Beispiel 1: 

50 

Auswahl der Spender fur die Lymphozytengewinnung 

Fur eine Auswahl der Spender, die mit hoher Wahrscheinlichkeit in vivo praaktivierte Lymphozyten 
gegen Inselzellantigene aufweisen, wurde folgendes Verfahren angewandt: 
55 Pradiabetikern bzw. frisch diagnostizierten Diabetikern wurde Blut entnommen und nach bekanntem 
Verfahren Serum gewonnen. Dieses Serum wurde in einer Reihenverdunnung auf humanen Pankreasschnit- 
ten nach folgender Methode getestet: 

25 ul des in einer geometrischen Reihe verdiinnten Probandenserums wurden auf unfixierte humane 

5 
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Pankreasschnitte aufgebracht und zwei Stunden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach 3-maligem Waschen der Schnitte, fur jeweils 5 Minuten, in PBS (phosphatgepufferte Salzldsung, nach 
Dulbecco und Vogt, J.Exp.Med. 99 (1954), 167-182, ohne Ca 2+ und Mg 2 *) wurden 25 ul eines mit 
Fluorescein-lsothiocyanat markierten Antihuman-lgG-Antikorpers (5ug/ml) zugegeben und eine Stunde bei 
5 Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen der Schnitte wurde mit Mowiol® (Hoechst) eingebettet 
und die Inselzellfarbungen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet (Anregung bei 476 nm, 
Detektion bei 530 nm). 

Nur solche Lymphozytenspender, deren Seren bei einer Verdunnung von mindestens Oder gleich 1:64 
noch eine positive Reaktion ergeben, wurden fur die Isolierung von Lymphozyten verwendet. 

70 Von den entsprechenden Spendern wurden 20 - 50 ml Blut abgenommen und daraus die mononuklea- 
ren Zellen uber einen Dichtegradienten isoliert Anschlieflend wurden diese Zellen durch Epstein-Barr-Virus 
(EBV)-Transformation immortalisiert. 

Dazu wurden die mononuklearen Zellen in RPMI 1640 Medium (mit 10 % FKS, foetales Kalberserum) 
in einer Zelldichte von 2x10 s Zellen/ml mit 1ml des EBV enthaltenden Kulturuberstandes der B 95-8 

75 Marmoset Zellinie (ATCC CRL 1612) fur 2 Stunden bei 37 'C und 5% C0 2 inkubiert. Anschlie/iend wurden 
die Zellen gewaschen und 2x10* Zellen je Vertiefung einer 96-er Mikrotiterplatte eingesat. Zu Beginn der 
Kultivierung wurde dem Medium 0,1 % Phytohaemagglutinin (Gibco, USA) zugesetzt. 

Beispiel 2: 

20 

Klonierung der EBV-Linien 

Nach drei bis vier Wochen wurden die Kulturtiberstande der EBV-Linien auf Reaktivitat mit Inselzellen 
des Pankreas getestet. 

25 Hierzu wurden 25 ul des Kulturuberstandes zunachst mit einem Konjugat aus humanes Fc> bindende- 

nen Fab-Fragmenten und Peroxidase versetzt (25uJ, 20 U/ml). Dieses Konjugat wurde nach der Methode 
von Ishikawa et al., J- Immunoassay 4 (1983) 209, prapariert. Nach einer Inkubation bei 37 °C fur eine 
Stunde wurde die Halfte des Volumens von 10 %igem normalen Humanserum zugegeben und nochmals 
bei 37 'C fur eine Stunde inkubiert. Diese Mischung wurde auf die Pankreasschnitte aufgetragen und zwei 

30 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt (3x5 Minuten in PBS) und 3 minutiger Vorinkubation 
der Schnitte in 0,1 mol/l Acetatpuffer pH 4.5 erfolgte die immunhistochemische Anfarbung durch Inkubation 
mit 0,02% Aminoethylcarbazol und 0,01 % H2O2 fur 15-25 Minuten bei Raumtemperatur. Die Auswertung 
erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Diejenigen EBV-Linien, deren Kulturuberstand eine positive Reaktion 
(Anfarbung der Inselzellen) ergab, wurden kloniert. Die Zellen wurden dazu mit Hilfe eines Fluoreszenz- 

35 aktivierten Zellsorters einzeln in 96er Mikrotiterplatten abgelegt und mit bestrahlten peripheren Blut- 
Lymphozyten (5 x 10* Zellen/Vertiefung, 4000 rad) gefuttert Die so erhaltenen Lymphozyten Klone werden 
in lscove f s modified Dulbeccos's Vollmedium (Gibco, mit 15% FKS) kultiviert. Die Antikorper werden aus 
dem Uberstand durch Ammoniumsulfatfallung und Affinitatschromatographie, z. B. uber Protein A- oder 
Protein-G Sepharose, isoliert. 

40 

Beispiel 3: 

Untersuchung der Kreuzreaktivitat mit verschiedenen Humangeweben und tierischen Pankreata. 
Es wurde untersucht, ob die aus den Zellinien gewonnenen monoklonalen Antikorper spezifisch mit 
45 humanen Pankreas- Inselzellen reagieren. Dazu wurden die Antikorper aus dem Kulturuberstand zunachst 
wie in Beispiel 2 beschrieben, mit einem Konjugat aus humanes Fc y bindenden Fab-Fragmenten und 
Peroxidase inkubiert. Die markierten Antikorper wurden auf einer Serie von verschiedenen humanen 
Gewebeschnitten sowie auf verschiedenen tierischen Pankreasschnitten getestet. Die.Bindung an diese 
Gewebe wurde, wie in Beispiel 2 beschrieben, uber immunhistochemische Anfarbung mit Aminoethylcarba- 
50 zol nachgewiesen. Die Tabellen I und II zeigen die Ergebnisse dieser' Tests. 



55 
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Tabelle I 



humane monoklonale Antikorper 


humanes Gewebe 


UH33 


IID9. 


AH25 


HaC11 


HaE12 


HAG + E 10 


Pankreas 


+ + 


+ + + 


+ 


+ 


+ 


+ 


Nebenniere 














Magen 














Intestinum 












n.b. 


Hypophyse 














Grotfhirn-Rinde 














Lunge 












n.b. 


Leber 












n.b. 


Schilddruse 














Cerebellum 


+ 


+ + 




+ 


+ 


+ 


n.b. nicht bestimmt 



Tabelle II 





monoklonaler Antikorper 


Pankreas vom 


25 




Schwein 


Rind 


Ratte 


NOD-Maus 










(non obese diabetic) 




UH33 


+ 


+ 


+ 


+ 




IID9 


+ 


+ 


+ 


+ 




AH25 


+ 


+ 


+ 


+ 


30 


HaC 11 


+ 


+ 


+ 


+ 




HaE 12 


+ 


+ 


+ 


+ 




HAG + E 10 


+ 


+ 


+ 


+ 



Beispiel 4 

Bestimmung der Kompetition von erfindungsgema/3en Antikorpern mit Diabetikerserum 



Jeweils 20 ul Diabetikerserum, Serum von gesunden Kontrollpersonen bzw. PBS/BSA (PBS mit 
Rinderserum Albumin) werden 1:8 verdCinnt auf Pankreasnormalschnitte aufgetragen und 30 Min. bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird 2x10 Min. mit PBS gewaschen. Zwischenzeitlich werden 25 ul der 
humanen monoklonalen Antikorper gegen das Inselzellantigen GAD mit einem Konjugat aus Peroxidase und 
Fab- Fragmenten vom Schaf, welche humane FcY-Fragmente binden, versetzt (25 ul; 20 U/ml). Dieses 
Konjugat wurde nach der Methode von Ishikawa et.al. J. Immunoassay 4 (1983), Seite 209 prapariert. Diese 
praformierten Immunkomplexe werden auf die mit den Seren vorinkubierten Pankreasnormalschnitte aufge- 
tragen, 2 Std. bei 4°C inkubiert und 3x10 Min. mit PBS gewaschen. Die Peroxidasefarbung wird wie in 
Beispiel 2 angegeben mit Aminoethylcarbazol durchgefuhrt und anschiie/Jend im Lichtmikroskop bewertet, 
ob die Farbung im Vergleich zur Vorinkubation mit PBS/BSA bei Vorinkubation mit den einzelnen Seren 
abgeschwacht wurde oder nicht. 

Dabei zeigt sich, da/3 Normalseren keinen Einflufl auf die anschlie/tende Bindung der monoklonalen 
Antikorper gegen Inselzellen auf den Schnitt haben, wahrehd die drei Diabetikerseren in unterschiedlicher 
Weise die Bindung der monoklonalen Antikorper gegen Inselzell-Antigene hemmen. Dies deutet auf 
Antikorper in den Diabetikerseren hin, die das selbe oder ein sehr eng benachbartes Epitop erkennen, wie 
die erfindungsgematfen monoklonalen Antikorper gegen Inselzellen. D.h., datf die hier isolierten monoklona- 
len Antikorper gegen Inselzellen in mehreren Diabetikerseren vorhandene Antikorper reprasentieren und die 
zugehorigen Epitope fur die Diabeteserkrankung relevanten Autoantigenen zugehoren. 
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Tabelle III 



5 



Vorinkubation mit 


ICA-Spiegel JDF-Einheiten 


Reaktionen von Pankreaseschnitten 


AH25 


HaCH 


UH33 


HaE1 2 


HD9 


HAG + E10 


PBS/BSA 




+ + 


+ 


+ 


+ + + 


+ + + 


+ + 


Diabetikerserum 1 


1280 


( + ) 












Diabetikerserum 2 


640 


+ 


+ 


(+> 




+ 


( + ) 


Diabetikerserum 3 


160 


+ 


+ 




+ 


< + ) 


+ 


Kontrollserum 1 




+ + 


+ 


+ + 


+ + + 


+ + + 


+ + 


Kontrollserum 2 




+ + 


+ 


+ + 


+ + + 


+ + + 


+ + 



75 Beispiel 5 

Bestimmung der Epitopuberlappung von Antikorpern gegen Inselzellen des Pankreas 

Zum Nachweis der Epitopuberlappung eines Antikorpers mit dem monoklonalen Antikorper ECACC 
20 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017 wurde ein kompetitiver Enzymimmu- 
noassay durchgefuhrt. 

Der zu beurteilende Antikorper wurde in verschiedenen Verdunnungsstufen 1 Std. bei Raumtemperatur 
mit humanen Pankreasschnitten inkubiert und 3x5 Min. in PBS gewaschen. Anschlietfend werden 
Peroxidase markierte immunkomplexe aus den oben genannten monoklonalen Antikorpern mit einem 

25 Konjugat aus humanes Fc7-bindenden Fab-Fragmenten und Peroxidase (Herstellung wie in Beispiel 2 
beschrieben) auf die Pankreasschnitte gegeben und 2 Std. bei 4°C inkubiert. Nach erneutem Waschen (3 x 
5 Min. in PBS) erfolgt der Nachweis von gebundenem Peroxidase markiertem Antikorper ECACC 90121401, 
ECACC 90121402, ECACC 90121403 bzw. DSM ACC 2017 durch immunhistochemische Anfarbung mit 
Aminoethylcarbazol (so wie in Beispiel 2 beschrieben). Die erhaltene Farbung wurde verglichen mit der 

30 Farbung, die erhalten wurde bei Inkubation mit dem monoklonalen Antikorper ECACC 90121401, ECACC 
90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017 allein. 

Wenn bis zu einem 10 5 -fachen Uberschutf an zu beurteilendem Antikorper gegenuber dem monoklona- 
len Antikorper ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM. ACC 2017 mindestens 
50 % Kompetition zu erkennen sind, liegt eine Epitopuberlappung vor. 

35 Auf diese Weise konnte gezeigt werden, da/3 ein weiterer Antikorper gegen ein Inselantigen des 

Pankreas, HaC 11, ein Epitop erkennt, daJ3 mit dem vom Antikorper ECACC 90121402 erkannten Epitop 
uberlappt. 

Beispiel 6 

40 

Isolierung von Inselzellantigen durch Immunaffinitats-chromatographie 

a) Herstellung des Immuhadsorbens 

45 Protein A - Sepharose CL-4B wird in 0,1 mol/l Boratpuffer pH 8,2 mit dem humanen monoklonalen 

Antikorper (ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017; 1 ml Sepharose 
bindet 20 mg Antikorper) bei Raumtemperatur fur eine Stunde vorsichtig geschuttelt Die Sepharose wird 
dann mit 0,1 mol/l Boratpuffer pH 8,2 proteinfrei gewaschen und in eine Saule gefullt. Das Saulenmaterial 
wird mit 0,15 mol/l NaCI; 0,01 mol/l Tris-HCI pH 8,2; 1 mmol/l EDTA; 0,5 % Triton X-100 aquiiibriert. 

50 

b) Isolierung des Inselzellantigens 

Durch timitierte Proteolyse von" Pankreasgewebe und Dichtezentrifugation erhaltene, isolierte humane 
Pankreas-lnselzellen werden durch Behandlung mit 0,15 mol/l NaCI; 0,01 mol/l Tris HCI pH 8,2; 1 mmol/l 
55 EDTA; 0,5 % Triton X-100; 2 mmol/l Phenylmethylsulfonylfluorid fur eine halbe Stunde auf Eis lysiert. Nach 
Abtrennung von Zellpartikeln durch Zentrifugation bei 20000 g wird das Lysat langsam (0,2 ml/min) uber die 
nach a) hergestellte Immunadsorbens-Saule gepumpt. Die Saule wird anschlie/Jend nacheinander mit 
folgenden Losungen gewaschen (jeweils 10 Saulenvolumen): 

8 
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a) : 0,5 mol/l NaCI; 0,05 mol/l Tris HCI, pH 8,2; 1 mmol/l EDTA; 0,5 % Triton X-100 

b) :0,l5 mol/l NaCI; 0,5 % Natriumdesoxycholat 

c) :0,15 mol/l NaCI; 0,01 mol/l Tris HCI pH 8,2; 1 mmol/l EDTA; 0,05 % Triton X-100. 

Das an das Immunadsorbens gebundene Antigen wird mittels 0,05 mol/l Diethylamin pH 11,5, 0,5 % 
5 Natrimdesoxycholat eluiert. Ein Aliquot der Sauleneluate wird adsorptiv an eine Festphase (Nitrocellulose 
oder Mikrotiterplatte) gebunden und mit der Losung eines isolierten von den Zellinien ECACC 90121401, 
ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017 der produzierten Inselzell-Antikorpers (1 ug/ml) 
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie/tend mit 3 x 350 ul 0,15 mol/l NaCI/0,05 % Tween 
20 gewaschen. Zum Nachweis von gebundenem Antikorper wird mit 100 ul eines Peroxidase -markierten 
io Schaf-Antihuman-Fc7 - Antikorpers (Boehringer Mannheim, Kat. Nr. 1 089 196, 100 mil/ml in PBS/0,5% 
BSA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert und anschlie/tend 3 x mit 350 ul 0,15 mol/l 
NaCI/0,05% Tween 20 gewaschen. Danach werden 100 ul ABTS® (1mg/ml, Boehringer Mannheim GmbH, 
Kat.Nr. 756 407) in 40 mmol/l Citrat-Puffer pH 4,4, der 3,25 mmol/l Natriumperborat enthalt, zugegeben und 
nach 30 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur die Extinktion bei 405 nm gemessen. 
/5 Die positiv reagierenden Fraktionen werden vereinigt, durch Zugabe von 0,5 mol/l NaH 2 PC>4 neutralisiert 

und danach gegen 0,15 mol/l NaCI; 0,01 mol/l Tris-HCI, pH 8,2; 1 mmol/l EDTA; 0,05 % Triton X-100 
dialysiert 

Beispiel 7: 

20 

Bestimmung von Inselzell-Antikorpern (ICA) mit ELISA-Technik: 

a) Beschichten von Mikrotiterplatten oder Testrohrchen mit dem ersten Rezeptor 

25 Der erste Rezeptor (z.B. Inselzellantigen GAD) wird uber seine Aminogruppen mit D-Biotinyl-e- 

amidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim GmbH, Kat.Nr. 1008 960) oder uber 
Tyrosinreste mit Diazo-para-aminobenzoylbiocytin (DBB, Calbiochem) gema/3 Angaben des Herstellers 
biotinyliert. 

Anschlieflend werden 150 ul des biotinylierten Rezeptors (0,5 ug/ml in PBS ohne Mg 2 * und Ca 2 + ) mit 
30 einer Streptavidin beschichteten festen Phase (Mikrotiterplatten oder Testrohrchen, Herstellung nach EP-A 0 
344 578) 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und mit 0,15 mol/l NaCI/0,05 % Tween 20 gewaschen. 

b) lnkubation mit dem Analysenmaterial 

35 Probandenserum wird 1:25 mit PBS, das 0,5 % BSA (Rinder-Serumalbumin) enthalt, verdunnt und 100 

ul dieser Verdunnung zu dem nach a) immobilisierten Rezeptor pipettiert. Als Positivkontrolle werden 100 
ul eines isolierten Inselzellantikorpers (1 ug/ml PBS/0,5% BSA) eingesetzt. Anschlietfend wird 2 Stunden 
bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert und schlie/Jlich mit 3 x 350 ul 0,15 mol/l NaCI/0,05 % Tween 
20 gewaschen. 

40 

c) Nachweisreaktion 

Zum Nachweis von gebundenen ICA aus dem Analysenmaterial wird mit 100 ul eines Peroxidase - 
markierten Schaf-Antihuman-Fc7 - Antikorpers (Boehringer Mannheim GmbH, Kat. Nr. 1 089 196, 100 
45 mU/ml in PBS/0,5% BSA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert und anschlieflend 3 x 
mit 350 ul 0,15 mol/l NaCI/0,05% Tween 20 gewaschen. Danach werden 100 ul ABTS® (1mg/ml, 
Boehringer Mannheim GmbH, Kat.Nr. 756 407) in 40 mmol I Carat-Puffer pH 4,4, der 3,25 mmol/l 
Natriumperborat enthalt, zugegeben und nach 30 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur die Extinktion 
bei 405 nm gemessen. 

50 

Beispiel 8: 

Bestimmung der Reaktion von humanen monoklonalen Antikdrpom n\*i . jeremigter Glutamat-Decarboxylase 
(GAD) aus Schweinehirn 

55 

Die GAD wurde aus Schweinehirn nach der Methode von Spink et al. (J. Neurochemistry, 40, 4, (1983) 
1113), gereinigt. Fur die nachstehend beschriebenen Versuche wurde eine Fraktion aus der Sepharose S- 
200 Gelfiltration verwendet, in welcher das Enzym in ca. 90 %iger Reinheit vorlag. 

9 
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Das Enzym wurde in Beschichtungspuffer (Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 726559) auf eine * 
Konzentration von 10 ug/ml gebracht und in Nunc Maxisorp Immunoplatten pipettiert (50 ulA/ertjefung). 
Nach einer Stunde Inkubation bei 37 'C wurde die Beschichtungslosung abpipettiert und mit 1 % Crotein C 
in PBS unspezifische Bindungsstellen der Mikrotiterplatte abgesattigt (200 ul/Vertiefung; 1 Stunde bei 
5 37 -C). 

Zwischenzeitlich wurden 25 ul der Kulturuberstande, welche die entsprechenden humanen monoklona- 
ien Antikorper enthielten, mit einem Peroxidase-Konjugat aus Fab-Fragmenten vom Schaf, welche humane 
Fc 7 -Fragmente binden, versetzt (25 ul; 20 U/ml). Dieses Konjugat wurde nach der Methode von Ishikawa et 
al., J. Immunoassay 4 (1983) 209, prapariert. Nach einer Inkubation bei 37 °C fur eine Stunde wurde die 
io Halfte des Volumens von 10 %igem normalen Humanserum zugegeben und nochmals bei 37 °C fur eine 
Stunde inkubiert. 

Diese Mischung wurde in die Antigen-beschichteten und gewaschenen Vertiefungen der Mikrotiterplatte 
gegeben und zwei Stunden bei 4"C inkubiert. 

Nach einem Waschschritt (3x mit PBS/0,05 % Tween 20) wurden 100 ul ABTS® (1 mg/ml in 40 mmol/l 
75 Citratpuffer, pH 4,4, der 3,25 mmol/l Natriumperborat enthalt), zugegeben und nach 45 minutiger Inkubation 
bei Raumtemperatur die Extinktion "bei 405 nm gemessen. 

Tabelle III zeigt die Ergebnisse der Reaktion der verwendeten monoklonalen Antikorper mit gereinigter 
Schweinehirn-GAD. 



monoklonaler Antikorper 


mE 405 nm 


Antikorperkonzentration (ug/ml) 


AH 25 (ECACC 90121403) 


694 


2,0 


UH 33 (ECACC 90121401) 


458 


3,3 


II D9 (ECACC 90121402) 


691 


22,0 


H-IgG 1 Myelomprotein (Negativkontrolle) 


10 


20,0 



Patentanspruche 

Humane monoklonale Antikorper vom IgG-lsotyp gegen humane Pankreas-lnselzellen, erhaltlich durch 
Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikern Oder Diabetikern, Behandeln des 
Kulturuberstandes der immortalisierten Zellen mit einem Konjugat aus Antikorpern gegen humanes Fc y 
und einer Markierung, anschlieflende Behandlung mit humanem Immunglobulin, Inkubieren mit immobi- 
lisierten humanen Pankreas-lnselzellen oder immobilisierter GAD, Identifizieren einer immortalisierten 
humanen Zellkultur, die einen Antikorper gegen Pankreas-lnselzellen produziert, uber die Bestimmung 
der an die immobilisierten Inselzellen oder die immobilisierte GAD gebundenen Markierung, Isolieren 
einer humanen immortalisierten Zelle, die diesen Antikorper produziert, Vermehrung dieser immortali- 
sierten Zelle und Isolierung des von diesen Zellen produzierten monoklonalen Antikorpers. 

Humane monoklonale Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/i sie den Subklassen 
lgG1 oder lgG3 angehoren. 

Humane monoklonale Antikorper nach den Anspruchen 1 oder 2, in aquivalenter Weise an humane 
Pankreas-lnselzellen oder an Glutamat-Decarboxylase bindefahig, wie die Antikorper, die von den 
Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017 produziert 
werden. 

Humane monoklonale Antikorper nach den Anspruchen 1, 2 oder 3, erhaltlich aus den Zellinien ECACC 
90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 oder DSM ACC 2017. 

Zellinie ECACC 90121401. 

Zellinie ECACC 90121402. 

Zellinie ECACC 90121403. 

Zellinie DSM ACC 2017. 
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9. Verfahren zur Herstellung von humanen monoklonalen Antikorpern vom IgG-lsotyp gegen humane 
Pankreas Inselzellen durch Immortalisieren von humanen Lymphozyten von Pradiabetikern oder Diabe- 
tikern, Behandeln des Kulturuberstandes der immortal i si erten Zellen mit einem Konjugat aus Antikor- 
pern gegen humanes FC7 und einer Markierung, anschlietfende Behandlung mit humanem Immunglo- 

5 bulin, Inkubieren mit immobilisierten humanen Pankreas-lnselzellen oder immobilisierter GAD, Identifi- 

zieren einer immortalisierten humanen Zellkultur, die einen Antikorper gegen Pankreas-lnselzellen oder 
die immobilisierte GAD produziert, Liber die Bestimmung der an die immobilisierten Inselzellen 
gebundenen Markierung, Isolieren einer humanen immortalisierten Zelle, die diesen Antikorper produ- 
- ziert, Vermehrung dieser immortalisierten Zelle und Isolierung des von diesen Zellen produzierten 

10 monoklonalen Antikorpers. 

10. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper gegen Epitope eines Inselzellantigens, die nicht von 
bekannten monoklonalen Antikorpern gegen ein Inselzellantigen erkannt werden, bei dem man zu- 
nachst monoklonale Antikorper gegen ein Inselzellantigen nach dem Verfahren gema/3 Anspruch 9 

is herstellt, diese in Gegenwart von markierten bekannten monoklonalen Antikorpern gegen ein Inselzel- 

lantigen zusammen mit Inselzellen inkubiert und nach dem Nachweis der gebundenen Markierung 
diejenigen Antikorper auswahlt, die den bekannten Antikorper aus der Bindung verdrangen konnen. 

11. Verfahren zur Gewinnung eines an die von den Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 
20 90121403 und/oder DSM ACC 2017 produzierten Antikorper bindenden Inselzellantigens durch Lysie- 

ren von humanen oder tierischen Pankreas-lnselzellen, Pankreas-Homogenaten, Gehirn- oder Kleinhirn- 
homogenaten, Abtrennung von unloslichem Material, Behandlung der Losung mit einem immobilisier- 
ten, aus den Zellinien ECACC 90121401, ECACC 90121402, ECACC 90121403 und/oder DSM ACC 
2017, erhaltlichen monoklonalen Antikorper oder einem in aquivalenter Weise an humane Pankreas 
25 Inselzellen bindenden Antikorper und Gewinnung des an die Antikorper bindenden Antigens. 

12. Anti-idiotypischer Antikorper, der gegen Antikorper, die mit Pankreas-lnselzellen reagieren, gerichtet ist, 
erhaltlich durch Immunisierung mit einem Antikorper gegen ein Inselzellantigen gema/3 einem der 
Anspruche 1-4 und Isolierung des anti-idiotypischen Antikorpers aus dem Serum der immunisierten 

30 Tiere durch Affinitatschromatographie. 

13. Monoklonaler anti-idiotypischer Antikorper der gegen Antikorper, die mit Pankreas-lnselzellen reagie- 
ren, gericht ist, erhaltlich durch Immunisierung mit einem Antikorper gegen ein Inselzellantigen gema/3 
einem der Anspruche 1-4, Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, Klonierung von 

35 solchen immortalisierten Zellen, die Antikorper produzieren, die an Antikorper gegen Inselzellen des 

Pankreas binden und Isolierung der von diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten 
Verfahren. 

14. Verfahren zur Herstellung von anti-idiotypischen Antikorpern durch Immunisierung mit einem Antikorper 
40 gegen ein Inselzellantigen gema/3 einem der Anspruche 1-4 und Isolierung des anti-idiotypischen 

Antikorpers aus dem Serum der immunisierten Tiere durch Affinitatschromatographie. 

15. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen anti-idiotypischen Antikorpern durch Immunisierung mit 
einem Antikorper gegen ein Inselzellantigen gema/3 einem der Anspruche 1-4, Immortalisierung der 

45 Milzzellen der immunisierten Tiere, Klonierung von solchen immortalisierten Zellen, die Antikorper 

produzieren, die an Antikorper gegen Inselzellen des Pankreas binden und Isolierung der von diesen 
Klonen produzierten Antikorper nach bekannten Verfahren. 

16. Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen durch Inkubation des zu 
so untersuchenden Analysenmaterials mit einem vor oder wahrend der Nachweisreaktion immobilisierten 

ersten Rezeptor fur Antikorper gegen Inselzellen des Pankreas und Nachweis des gebundenen, im 
Analysenmaterial enthaltenen Antikorpers uber einen markierten zweiten Rezeptor, der an diesen 
Antikorper bindet. 

55 17. Verfahren gema/3 Anspruch 16 zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 als immobilisierter erster Rezeptor ein anti-idiotypischer Antikorper gema/3 An- 
spruch 12 oder 13 verwendet wird. 
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18. Verfahren gemafl Anspruch 16 Oder 17 zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 als markierter zweiter Rezeptor ein markierter Antikorper gegen humanes 
Immunglobuiin verwendet wird. 

5 19. Verwendung von humanen monoklonalen Antikorpern gegen Inselzellen des Pankreas gematf einem 
der Anspruche 1 - 4 allein oder in Kombination ats Standard in einem Verfahren gema/3 einem der 
Anspruche 16 - 18 zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen. 

20. Verfahren zur Bestimmung von Antikorpern gegen ein Inselzellantigen durch Inkubation des zu 
w untersuchenden Analysenmateriais mit einem vor oder wahrend der Nachweisreaktion immobilisierten 

ersten Rezeptor fur Antikorper gegen inselzellen des Pankreas und Nachweis des gebundenen, im 
Analysenmatertal enthaltenen Antikorpers uber einen markierten zweiten Rezeptor, der an diesen 
Antikorper bindet, wobei die Menge des im Analysenmaterial enthaltenen Antikorpers bestimmt wird 
durch Vergleich mit dem Meflwert, der fur einen humanen monoklonalen Antikorper gema/3 einem der 
75 Anspruche 1-4 erhalten wird. 
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